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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo napsat literarni reSersi popisujici kvasné procesy ve viné prova-
déné kvasinkami divokymi nebo Cistou kulturou kvasinek. Kvasinky pfirozené se na-
chézeji na povrchu hroznu. Pii spontannim kvaseni prave tyto divoké kvasinky startuji
fermentaci v mostu, poté béhem hlavniho kvaSeni piebira kvasinka Saccharomyces ce-
revisiae dominantni roli. Naopak ¢ista kultura je naockovana do mostu eliminovaného
od mikroorganismu, ¢imz se dosdhne fizené fermentace. Vliv kvasné technologie ma
vliv na senzorickou stranku vina. Spontanné kvaSena vina se mohou chlubit svou jedi-

necnosti, plnou chuti a kompletnim spektrem aromatickych latek.

Klic¢ova slova: vino, kvaseni, kvasinky, alkoholové kvaSeni, Saccharomyces cerevisiae

ABSTRACT

The aim of this work was to write a literary research describing the processes of fermen-
tation in wine by wild yeast or pure culture yeast. Yeasts naturally occur on the surface
of the grape. In spontaneous fermentation, these wild yeasts start the fermentation in the
must, then during the main fermentation yeast Saccharomyces cerevisiae dominates. On
the contrary, pure culture is inoculated into the must from which microorganisms have
been eliminated, which results is controlled fermentation. Fermentation technology in-
fluences sensory aspects of wine. Spontaneously fermented wines can be valued for

their unique taste and a complete range of aromas.

Keywords: wine, fermentation, yeast, alcoholic fermentation, Saccharomyces cerevisiae
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1 UVOD

Trvalo pomérné dlouho, nez byla zcela objasnéna teorie kvaseni. Pasteur sice dokazal, ze
nositeli alkoholového kvaseni jsou mikroorganismy, které se dostaly do procesu ze vzdu-
chu, nedostal se vSak k jeho uplnému objasnéni. Dnes je znamo, Ze alkoholové kvaSeni
cukri se déje ucinkem celého komplexu enzymt, které postupné odbouravaji molekuly
cukrt. Pii kvaseni se méni ¢innosti enzymu kvasinek cukry na alkohol a oxid uhlicity, kte-

ry z mostu unika. [15]

Vino je alkoholicky napoj vyrobeny z hroznii révy vinné pravé. Patii k nejcennéj$im alko-
holickym napojim. Hospodarskd komise Evropské unie definuje vino jako: ,,Produkt
vznikly pouze alkoholovym kvaSenim, Gplnym nebo ¢aste¢nym, z Cerstvych hroznd, roze-
mletych ¢i celych, nebo mostu ziskaného z hroznt*. [10] 90 % hroznt se ve svété zpracuje
na vino a asi zbylych 10 % se pouzije k pifimé spotiebé nebo na vyrobu nealkoholickych

napoji. V CR se spotieba vina pohybuje okolo 15 litrti na obyvatele ro¢né. [7]

Cilem této prace je vypracovani literarniho piehledu ptiblizujiciho sloZité mechanismy
fermentacnich a jinych chemickych a biologickych procest probihajicich pii vyrob¢ vina a

moznosti jejich ovlivnéni.
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2 TECHNOLOGIE VYROBY ViINA A JEHO CHEMICKE SLOZENI

Znalost chemického slozeni a jeho metabolicka preména béhem rastu hroznu, sklizné, kva-
Seni a lezeni patii mezi nejzakladnéjsi znalosti dobrého vinafe. Ze znalosti tohoto chemic-
kého slozeni jsme v technologii schopni korigovat vyrobu vina tak, aby vysledek byl co
cukry ve vin¢ je glukéza a fruktoza. Béhem doslazovani se ptfidava sacharoza, kterou jsou
schopny kvasinky taktéz metabolizovat na alkohol. Podle charakteru budouciho vina vinaf
ur¢uje dobu sklizné. Spolu s cukry sleduje i mnozstvi kyselin, které se v prubéhu zrani
snizuje. Pro zpracovani vétSinu vin nejsou nedozralé hrozny vhodné, nebot” by mohly

s sebou piendset tony ,,zelené chuti* a trpkou ostrou chut’.
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Obrdazek 1: Sledovani cukernatosti a obsahu kyselin [10]

Kvalita vina je z 80 % ovlivnénd zpracovanim hrozni. To se dotyka nejenom charakteru
vina a jeho zpusobilosti k leZeni, ale i mnohych pracovnich zakroki, kterymi dochéazi ke
zméndm mikroflory, a tim také ke zméné podminek pro kvasny proces. Dillezité je rychlé a
Setrné zpracovani. Zejména bezodkladnym a zbyte¢né nepieruSovanym zpracovanim se

Setfi aroma, a zvlada se tak mikrobialni situace. [35]
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Parametr Obsah
Voda 83 %
Ethanol 12 %
Glycerol ccal %
Zkvasitelné cukry 1%
kyseliny (vinn4, jable¢n4, mléén4, jantarova a dalsi) 0,8 %
mineralni latky (PO4”, SO4~, SiO4 ", Na, Mg, K, Fe a dalii) 0,3 %
dusikaté latky (aminy, bilkoviny, aminokyseliny) 0,25 %
oxid uhligity 0,03 %
tiisloviny 0,02 %
vitaminy 0,001 %
buketni latky (estery, laktaty, acetaly, karbonylové slouceniny) 0,001 %

Tabulka 1. Chemické slozeni bilého vina [7]

2.1 Zrani hroznu a sklizen

Hrozny se sklizi pfi jejich technologické vyzralosti, je tfeba kontrolovat nejen cukernatost,

ale i zdravotni stav a obsah kyselin. Cervené hrozny se sklizeji pii dokonalé vyzralosti.

Napadené hrozny se sbiraji selektivné, aby neovliviiovaly kvalitu hlavniho podilu sklizné&.

Negativné pusobici plisné jsou Aspergillus a Penicillium expansum, které jsou pavodci

ochratoxinu, ten zpisobuje patologické zmény na ledvinach a pravdépodobné ma i karci-

nogenni u¢inky. Projevem bilé hniloby jsou bakterie octového kvaseni. [10]

Obrazek 2: Promerovani cukernatosti rucnim refraktometrem [10]

2.2 Drceni hrozni a priprava rmutu

Drcenim se zvysi vylisnost a zabrani se zapafeni. Pfi drceni by méla prasknout kazdéa bo-

bule, nesmi se vSak poskodit peci¢ky a tfapina, zpusobilo by to vyluhovani nezadoucich
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latek, jako jsou tfisloviny, oleje a chlorofyl. Vznika rmut. Pro vyrobu bilych vin se rmut
okamzité lisuje. U aromatickych odrid se provadi nakvaseni po dobu 6 hodin, ucelem je
vylouzeni aromatickych latek ze slupek, rozlozeni pektinu, a tim 1 zvySeni vylisnosti. Jsou
to odriady Rulandské, Tramin, Ryzlink rynsky, Sauvignon apod. Pii vyrobé Cervenych vin
se rmut modrych hroznii musi nechat nakvaset déle pro vylouZzeni tfislovin a anthokyano-

vych barviv. [7]

2.3 NakvaSovani rmutu pro vyrobu ¢ervenych vin

Doba vyluhovani zavisi na vyzralosti hroznt, jejich zdravotnim stavu a dale na nakvaSova-
ci teploté. Po urcité dobé se vlivem osmotického tlaku vyrovnaji koncentrace barviv ve
slupce a v kvasicim mostu. Vznikajici oxid uhli€ity vynasi na povrch necistoty, které tvofi
pevnou vrstvu, tzv. klobouk. Stykem se vzduchem probiha na povrchu klobouku octové
kvaseni. V ¢astech klobouku, které nejsou ponofeny do kvasiciho rmutu, nedochazi
k vyluhovani barviv, proto se musi v pravidelnych intervalech nofit. U nds nejpouzivanéjsi
zpiisob nakvasovani probiha v otevienych nadobach s volné plujicim kloboukem. Nadoby
se plni do % objemu a klobouk se ru¢né pomoci hiebel nofi v pravidelnych intervalech do
rmutu. Vino je tak velmi kvalitni, ale nevyhodou je zna¢nd ¢asova naro¢nost a nutnost ruc-

ni prace. [7]

2.4 Lisovani rmutu

Zpocatku lisovani se rmut stlacuje pozvolna, obcas se tlak ptferusi, aby mohlo odtéci co
nejvice mostu. Tlak se zvysuje teprve ke konci lisovani. [12] Rmut se nedoporucuje lisovat
vys$§im mérnym tlakem nez 1,6 MPa. [7] Béhem lisovani je mozné oddélovat jednotlivé
podily mos$tu. Samotok se fadi k prvnimu podilu a je vhodny pro velmi jemnd, leh¢i vina,
nebo po nalezeni drt€ i1 pro vina plnéj$i. Stfedni podil se vétSinou pridava k samotoku. Na
zavér se pii vysSim tlaku dolisuje asi 10 % moStu — a to je tzv. dotazek neboli dolisek. Do-
tazek ma vice tanint, drasliku, barviv a hoi¢in ze slupek a také z pecicek. Mé niz§i obsah
kyselin 1 cukrii a zpracovava se zvlaStnim zptisobem Skoleni na vino stolni. [10] Celkova

vylisnost se pohybuje okolo 70 az 75 %.

2.5 Upravovani moStu

K zékladnim upravdm mostu patii uprava cukernatosti, kyselosti a sifeni vin. Uprava mos-

tu docukienim se pouziva pro dosazeni harmonické rovnovahy chuti s kyselinami a ethano-
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lem. Timto krokem si také zajistime vyssi procento alkoholu u vysledného vina. ZvySova-
ni cukernatosti ovSem nelze aplikovat na ptivlastkova vina, mizeme tedy pii docukfovani
hovofit pouze o vinech jakostnich a stolnich. Odkyselovani mostl je mozné u velmi ne-
priznivych ro¢nikti. Ke snizeni kyselosti se pouziva uhliCitan vapenaty, se kterym reaguje
ptedevs§im kyselina vinnd za vzniku vinanu vépenatého a tniku CO». [7] [10] Sifeni se
provadi zv1asté u neuspokojivého zdravotniho stavu hroznti ve vysokych davkach. Sifenim
se chrani most pied oxidaci a infekénimi mikroorganismy. Zaroven se podporuje tvorba
glycerolu pfi kvaseni. SOz se vdZe na misto vzduSného kysliku, ¢imZ dochazi k ochrané
proti oxidaci. V mostu vznikd kyselina sirova a nasledné siran draselny, ¢imz dochazi ke
zvySovani pH. SO, déle pasobi jako rozpoustédlo aromatickych latek, taninti a anthokyanti.
Fyziologické plisobeni na lidsky organismus miize byt pti vysokych dédvkach nebezpecné.
SOz by mohl vyvolat akutni kratkodobou toxickou reakci nebo chronickou nesnasenlivost.
Nebezpecna davka je stejna jako pfi poziti kuchyiiské soli, tedy 1,5 g na kg hmotnosti ¢lo-

véka. [10]

2.6 Kvaseni moStu

KvaSeni mostu je podrobné rozebrano v dalsi kapitole, kde je popsdna mikrobidlni flora a
jeho plsobeni na most v riznych fazich. Dale je popsano kvaseni spontanni a fizené.

2.7 Cifeni vina

Citeni slouzi k zuslecht'ovani a stabilizaci vin. Samo¢i§ténim vina se jen malokdy doséhne
takového stupné Cistoty a takové stability vina, jakou vyzaduje soucasny trh. Klasickym
zpiisobem cifeni je pfidani bilkoviny s kladnym nébojem, kterd reaguje s ¢asticemi kalu
s negativnim nabojem. Dochazi k neutralizaci a srdZeni. Bilkovinnym c¢ifenim dochazi
k menSimu vylouc€eni taninll z vina, obsah aromatickych latek se miiZze lehce sniZit, ale
zvySuje se Cistota a jemnost vina. Pro bilkovinné €ifeni se mohou pouZit Zelatiny, vyzina
(z méchyfe ryby vyzy), vajecny bilek, kasein ¢i kvasnice. Dal§i mozZnost vycefeni je pomo-
ci betonitd, to jsou zeminy pochazejici hlavné z rozkladu vulkanického popela obsahujici
silikaty vapniku, sodiku, hliniku. Bentonit je moZzné pfidavat do mostu, a snizit tak obsah
bilkovin, odstranit zbytky pesticidii, snizit ¢innosti oxidacnich enzymi a zajistit vznik za-

kalu.

Pro vysrazeni bilkovinnych cifidel se nasledné pouzivaji taniny. Kromé odstranovani bil-

kovin také dobfe ptlisobi na stabilizaci anthokyant v ¢ervenych vinech. Podobn¢ jako tani-
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ny funguje i gel kyseliny kiemicité. Aktivni uhli se vyznacuje velkou absorpéni schopnosti
a uplatiuje se pii odebirani nadmérného zabarveni bilych vin nebo pii odstranovani nej-

ruznéjsich pachuti. [10]
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3 KVASINKY A JEJICH CHARAKTERISTIKA

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganismy nalezici do rostlinného systému,
mezi vyss$i houby (fungi).[3] Mikroorganismy zahrnované mezi kvasinky lze charakterizo-
vat tim, Ze jde vétSinou o jednobunécné organismy rozmnozujici se pievazné pucenim a
zpracovavajici zdroj uhliku obvykle kvasenim. Existuji vSak vyjimky, které mohou za urci-

tych podminek vytvaret mycelia, pak mohou tedy existovat 1 ve vicebunécné forme. [2]

Kvasinky potfebuji pro svoji existenci vodné prostiedi, ptitomnost kysliku a zivin. Zpravi-
dla maji vysoky narok na vodni aktivitu, jen par kvasinek toleruje zvySeny osmoticky tlak
v prostiedi. V tekutém zivném prostiedi se pfi statické kultivaci pomnozovani vétSiny kva-
sinek projevuje jako zdkal. Poté se kvasinky shlukuji a usazuji na dné¢ nadoby ve formé

pevného ¢i praskovitého sedimentu, pficemz se tekutina postupné Cefi. [2]

Dostupnost kysliku je nezbytnd pro pomnozeni vSech kvasinek, neni zadna striktné anae-
robni kvasinka. VétSina kvasinek patii mezi fakultativné anaerobni, pficemz pfti anaerobni
kultivaci jsou vyzadovana alespoii stopova mnozstvi kysliku. Radime sem napiiklad Sac-
charomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe a rod Brettanomyces. Fermentativni
typy kvasinek 1 v aerobnich podminkdch pievazné fermentuji, respirace pii kultivaci na
glukose ptedstavuje pouze asi 10 % uhlikatého metabolismu, pfi kultivaci na jinych cuk-
rech se podil respirace zvySuje. Do druhé skupiny se fadi respirativni typy kvasinek, pro
které je energeticky vyhodnéjsi respirace nez fermentace. Obligatni aeroby neobsahuji en-
zym alkoholdehydrogenasu vibec, tudiz nedokazi produkovat ethanol. Ptikladem mohou

byt naptiklad Rhodotoruila, Saccharomycopsis, Cryptococcus nebo Lipomyces. [2]

Podle narokti na teplotu prostiedi kvasinky délime na psychrofilni, mezofilni a termofilni.
Psychrofilni kvasinky se pomnozuji pii teplotach -2 az maximalné 20 °C. Naprosta vétSina
kvasinek nélezi do mezofilni kultury, rostou pfi teplotach 0 az 48 °C, v laboratornich pod-
minkach se bézné kultivuji pii teplotach 25 az 30 °C. Termofilni kvasinky se mnoZi mini-
malné pii 20 °C a vySe, ty vSak vétSinou predstavuji potencidlni patogeny pro ¢loveka.

Maximalni teplota, pfi které jsou kvasinky jesté schopné preziti, je 57 az 59 °C. [2]
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3.1 Morfologie kvasinek a zpiisoby rozmnoZovani

Morfologie kvasinek se zabyva studiem tvaru a povrchu celych mikroorganismu. Tvar bu-
nek kvasinek zavisi na kultiva¢nich podminkach, rodové ptislusnosti a hlavné na zptsobu
rozmnozovani. Buniky obvykle dosahuji rozméru 3 az 15 um. [2] Nejcasté&ji je tvar kratce
elipsoidni, ptipadné vejCity az kulovity. Nékteré rody tvoii dlouze protdhlé buiky, vysky-
tuje se v8ak i tvar citronkovity, napi. u kvasinky Kloeckera apiculata, cylindricky u rodu

Schizosaccharomyces ¢i trojahelnikovity tvar u rodu Trigonopsis. [3]

Pro vétsinu kvasinek je typické rozmnozovani pucenim, kdy se na matetské buiice vytvori
pupen, postupem c¢asu se pupen zvetSuje, dochazi k fragmentaci vSech bunéénych organel
v bufice, z nichZ ¢ast putuje do pupenu. Zizenina mezi matefskou buiikou a pupenem se
postupné uzavira, az dojde k oddéleni. Podle mista, kde pupen vznikd, rozliSujeme mono-
polérni, bipolarni a multipoldrni puceni. U monopolarnich kvasinek dochazi ke zrodu vzdy
na stejném misté. Bipolarni kvasinky, oznaCované téz jako apikulatni, stfidavé puéi na
obou pdlech. Vzhled bunék byva citronkovity. Neékteré apikulatni kvasinky puci na Siroké
zakladné, kdy je matefska buiika s pupenem spojena Sirokym krékem. U multipolarné pu-
¢icich kvasinek pupen vznika kdekoliv na povrchu buiiky, av§ak nikdy na stejném miste,

tim je pocet generaci vznikajicich ze stejné buiiky prostorové omezen. [2]

Pokud nedojde pii puceni na poélech k uplnému oddé€leni dcetfiné buniky od matetské, zl-
stavaji obé buniky spojeny, a vytvoii tak pseudomycelium.[2] Tvorba pseudomycelia byva
obvykle indukovéana za podminek nedostatku Zivin. Pseudomycelium vytvareji kvasinky

rodt Candida, Trichosporon i dalsi. [2]

3.1.1 RozmnozZovani kvasinek

V obvyklych vinifika¢nich podminkach se kvasinky rozmnoZzuji pucenim. Tento d¢j se
muZe konat asi sedmkrat, pficemz na povrchu kvasinky ziistavaji jizvy, které snizuji inten-
zitu latkové vymény. Proto maji starSi buniky kvasinek s ¢etnymi jizvami niz$i kvasnou

vykonnost. [35]

3.1.1.1 Vegetativni rozmnoZovdani

Vétsina roda kvasinek se vegetativné rozmnozuje pucenim. [3] Na povrchu buiky se vy-
tvoti vyrustek, do néhoz matetska buiika vysila organely a rozdélené jadro. Po dosazeni

urcité velikosti se pupen oddé€li od matefské bunky. [17] Cely cyklus bunééného déleni od
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vzniku zfetelného drobného pupenu az po oddéleni dcefiné bunky trva za optimalnich ris-

tovych podminek kolem dvou hodin. [3]

QDDELENI
BUNEK

g' (@'L OBJEVEN] PUPENE
CYTOKINESE ;

G' ROZCHOD
OQ POLARNICH TELISEK
KARYOKINESE & é
‘-___-/

PREMISTENI
JADRA

ZDVOJENI
POLARNIHO TELISKA

Obrazek 3: Schéma bunécného cyklu Saccharomyces cerevisce [2]

Klicovym meznikem bunécného cyklu je start, coz je interval, ve kterém se rozhoduje o
prechodu z ptipravné faze do faze syntetické. Nachazi-li se buiikka v odliSnych podmin-
kach, mize pokracovat v alternativnim programu. Haploidni buniky v médiu s dostatkem
uhlikatych a dusikatych zdrojli a v pfitomnosti sexudlniho partnera zastavuji BC ve fazi G1
a zahajuji konjugaci. Diploidni buiiky v médiu bez zdroje dusiku a s nizkym zdrojem uhli-
ku rovnéz zastavuji BC ve fazi G1 a zahajuji sporulaci. Dal§i mozZnost je pfechod do staci-

onarni faze, kdy BC sice pokracuje za nedostatku Zivin, ale vytvaii se pseudomyceliu. [2]

Pro uspésny prichod Startem je vyZzadovano, aby méla buiika urcitou velikost. Neni-li to-
mu tak, dochazi u kvasinky Saccharomyces cerevisiae k prodlouzeni faze ptipravné. Jinak

by dochazelo ke vzniku stdle menSich buné€k a postupné ke smrti kultury. [2]

U Saccharomyces cerevisiae je nejvyraznéjsi morfologickou zménou zahajeni rustu pupe-
ne. Smérem k rostoucimu pupenu jsou sméfovany cytoplazmatické mikrotubuly, aktiniova
policka, sekre¢ni vacky, objevuji se zde specifické proteiny, které maji funkci pfi ristu
pupene, i proteiny tvortici tzv. kr€kova filamenta uplatiiujici se pii nasledné cytokinesi. [2]
Dale dochazi ke splyvani membran ER a nasledné k jeho dé€leni, k opakovanému déleni
vakuol a ke zmén¢ tvaru mitochondrii v dlouze protahlé. [3] Dochazi tedy k vyrazné pola-

rizaci mnoha bunéénych procest. [2]
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Po rozdéleni jader se cytoplazmatickd membrana uzavie, kanalek mezi matefskou a dcefi-
nou buiikkou a v pupenu se intenzivné syntetizuje a rozsifuje ER. Po vytvoreni bunééné
stény mezi matefskou a dcefinou bunikou, vzristu velikosti pupenu a spojeni drobnych

vakuol v jednu vakuolu, je puceni ukonceno. [3]

3.1.1.2 Pohlavni rogzmnozovani

Jak jiz bylo zminéno, k pohlavnimu rozmnozovani kvasinek dochazi pti nedostatku zivin

se zdroji dusiku a uhliku a také pokud je pfitomen sexuélni partner.

Pohlavniho rozmnozovéni se zc¢astiuji kvasinky patfici do skupiny askomycety a basidi-
omycety. Za vhodnych podminek muze dojit ke konjugaci haploidnich bun¢k a vzniku
haploidni zygoty, ktera se bud’ dale vegetativné rozmnozuje, nebo prod€la sporulaci spoje-

nou s meotickym délenim jadra a dava vznik opét haploidnim bunikam. [2]

Pti pohlavnim rozmnozovanim jde o spdjeni (konjugaci) dvou haploidnich bun¢k a spéjeni
jejich jader (karyogamie) za vzniku diploidniho jadra. Pak se diploidni jadro d€li meidzou
ve Ctyfi haploidni jadra, kterd jsou bud’ zdkladem pohlavnich spor, nebo se d€li dal§i mito-
zou a teprve pak vznikaji spory. V Zivotnim cyklu kvasinek se tedy pravidelné stfida ha-

ploidni a diploidni faze bun¢k. [3]

V laboratornich podminkach se konjugace navozuje spole¢nou kultivaci bunék v médiu
bohatém na zdroje dusiku a uhliku. Vzniklé diploidni potomstvo se za téchto podminek
dale vegetativné mnozi. Pii pfeneseni této kultury do prostieni chudého na Ziviny nastava
sporulace bun¢k. Za téchto podminek vyzivové limitace dochéazi ke sporulaci kultury, tedy
k meiose a vzniku viecka se sporami. Spory po uvolnéni z viecek kli¢i v haploidni burice,

pokud byly pfeneseny do ptiznivych vyzivovych podminek. [2]
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4 KVASNE PROCESY VE VINE

Pti kvaseni se preménuje glukoza a fruktoza — pii doslazovani i sachar6za — na ethanol a
oxid uhli¢ity. Pfeména prochazi slozitymi procesy v buitkkach vinnych kvasinek pomoci
jejich enzymu. Teoreticky by mélo ze 100 g glukdzy vzniknout 51,11 g ethanolu a 48,89 g

vvvvvv

ethanolu a kromé¢ CO, také naptiklad kvasny buket. [10]

Ackoli spousta organismu je schopno fermentovat cukry, délaji tak jenom pii nedostatku
kysliku. Vzhledem k toxické aktivité¢ dochazi jen k ¢asteCné premén¢ v konecné produkty
fermentace, kyselinu mlé¢nou a ethanol. Fermentace je pro organismy neefektivni rezim
vyuziti energie. Alkoholova fermentace pfevadi pouze cca 6 az 8 % energie z glukosy do
snadno dostupné metabolické energie, do molekuly ATP, a spousta energetickych zbytkl

se vaze na konecny vedlejsi produkt alkohol. [32]

vvvvvv

siae a Leuconostos oenos. Jejich ¢innosti fermentativniho metabolismu jsou zna¢né rozdil-
né, ale jsou atypické tim, Ze odolavaji mirn€ vysoké ethanolové koncentraci.

Saccharomyces cerevisiae, se schopnosti rychle zaujmout dominantni pozici v hroznovém
— a to nejen diky alkoholové toleranci, ale také diky pfednosti alkoholové fermentace nad
fermentaci malolaktickou. Ackoli kvasinka Saccharomyces cerevisiae disponuje také
schopnosti anaerobni respirace, 1 piesto pfevazné fermentuje také za ptitomnosti vzdusné-
ho kysliku. Pravdépodobné obsahuje mechanismus, ktery je schopen rapidniho rozptylu

nebo exportu alkoholu ven z bunky. [33]

Leuconostoc 0enos je mén¢ adaptabilni v ristu nez Saccharomyces cerevisiae. L. oenos
roste typicky pomalu — a to az po dokonceni alkoholové fermentace kvasinkou Saccharo-
myces cerevisiae. Uastni se malolaktické fermentace, ktera vytvaii z vin nadmérné kyse-
lych vina pfijatelné chuté¢ a mlize zvysit mikrobialni stabilitu odstranénim zbytkl fermen-

tacnich substratt. [32]
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4.1 Alkoholové kvasSeni

KvaSeni hroznové stavy ve vyrobé vina je komplex mikrobiologickych reakci zahrnujici
sekven¢ni vyvoj riznych druht kvasinek a bakterii mlé¢ného kvaseni. Mezi témito orga-
nismy jsou pouze kvasinky primarné zodpovédné za alkoholové kvaSeni. Tradicné vyrabé-
na vina prochézeji procesem ptirozené fermentace, kterou zpisobuje vyvoj kvasinek po-
chazejicich z povrchu hrozni a vinnych sklepd. [4] Kvasinky rodiu Kloeckera, Hanse-
niaspora, Candida a Pichia rostou v rannych fazich kvaSeni, ale nakonec vymiou, takze

dominantni druh Saccharomyces cerevisiae kvaseni dokoncuje. [29]

4.1.1 Kvasinkova mikrofléra v mos§tu

V zavislosti na prubéhu klimatickych podminek je sloZeni kvasinek rozdilné a z vinic po-
chézi jen 1 az 3 % Zadoucich kvasinek. VétSinou se jedna o 16 riznych kment kvasinek,
z nichz pouze pét mize most prokvasit zcela. V Cetnych vyzkumech byl druh kvasinek
Saccharomyces cerevisiae jako prava vinna kvasinka nalézan ve zietelné mensiné oproti
siln€¢ zastoupenym apikulatnim kvasinkam, které vSak ve zvySené mife tvoii kyselinu octo-
vou a jeji estery. Ve spontannich podminkach se rozvijeji nejdiive hlavné divoké kvasinky,
jejichz podil na pocatku kvaseni mize ¢init 90 % i vice. Teprve asi od 4 % obj. alkoholu
maji prevahu pravé vinné kvasinky, které nakonec dosahnou primérné 95 az 98 % podilu.

[35]

Podle kvasného vykonu a vzhledu se rozliSuji kvasinky dobfie kvasici, slabé kvasici, ttislo-
tvorné a ojedinéle se vyskytujici kvasinky. Velmi dobte kvasici kvasinky tvoti hodné alko-
holu a mnoho pozitivnich vedlej$ich produkti. Do této skupiny spada druh kvasinek Sac-
charomyces cerevisiae, tyto kvasinky jsou ¢asto oznacované za pravé neboli uslechtilé
vinné kvasinky a na pocatku kvaseni jsou zastoupeny jen v nepatrném mnozstvi. Slabé
kvasici kvasinky se oznacuji jako divoké kvasinky. Zpocatku jsou mnohondsobné ¢etnéjsi
nez pravé kvasinky. Tyto divoké kvasinky zahajuji kvasny proces. Hlavnimi zéstupci jsou
Kloeckera apiculata (odsud oznaceni apikulatni kvasinky), Candida a druhy Metschni-
kowia aj. Tolerance divokych kvasinek alkoholu je nizsi. Vedlej$imi produkty téchto divo-
kych kvasinek je glycerol a kyselina octova. Tiislotvorné kvasinky se Casto mnozi
v pritomnosti kysliku na hladin€ vin, u kterych je obsah alkoholu nizsi nez 11 % obj., a

pusobi negativné. [35]
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4.1.2 Rust kvasinek v riznych fazich kvaSeni

Vino je vétSinou fermentovano procesem ,,batch® fermentace. To znamena, Ze ziviny jsou
v maximalni hodnot¢ na zacatku fermentace, poté postupné klesaji. Na konci fermentace je
vetsina cukrti metabolizovana a vznikéd suché vino. Diky ,,batch® fermentaci miizeme po-

psat schéma ristu kvasinek sestavajiciho ze 4 fazi: lag-, log-, stacionarni-, a faze poklesu.

V lag fazi jsou buiiky inokulovany do nového prostiedi, kde se museji ihned adaptovat na
nové prostiedi. Pocet bunck, které se Gspésné neadaptuji v pocatecni periodé, aproximuje
pocet zemielych bunck. Buiiky kvasinek, které prezily lag fazi, se posléze zacinaji mnozit
ustalenou rychlosti, dokud nedojde ke zhorSeni podminek pro jejich rast. Protoze mnoho
mikrobt je jednobunécnych, ristova kiivka aproximuje exponencidlni rovnici a tato faze se
nazyva exponencidlni nebo také log faze (logaritmickd). Béhem této periody se populace

zivotaschopnych bun¢k rychle zvySuje na maximalni hodnotu a za¢ina proces fermentace.

Pti ,,batch® podminkach obsah zivin klesa a nartistd metabolismus toxického vedlejsiho
produktu. Po periodé rapidniho riistu tempo riistu prechazi do konstantni hodnoty, kvasin-
ky se tedy nachazeji ve stacionarni fazi az do doby, kdy rlst za¢ne klesat a hrozi smrt bun-
ky. Stav Zivin se stale zhorSuje, mnoho bun¢k namisto déleni zahyne. V tomto stupni kul-
tura vchazi do klesajici faze. Protoze vétSina Zivotaschopnych buné€k neni nahrazena, kolo-

nie nakonec zanikne nebo se stane necinnou. [32]

V hroznové s§taveé je lag faze typicky kratka, nékdy az nedetekovatelnd. Exponencialni
rustova faze je relativné kratka, ziidkakdy dochazi k vice nez 8 délenim. Stacionarni faze
muze byt také kratka, nebo miZe zah4jit dlouhou fazi limitovanou nedostatkem Zivin. Kle-
sajici faze je atypicka dlouhym obdobim. Zbytky Zivotaschopnych bun€k piezivaji po né-

kolik mésict. Béhem klesajici faze je 40 % cukru metabolizovano na alkohol. [33]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

94

10 - Viable cells
10 . [y Tyak R s Total cells
8
:_:, 108- ; a:. Latency phase
& il a b: Exponential growth phase
T 10 7 % C: Quasi-stationary phase
§_ 104 4 d: Decline phase
o !
% 10%7
©
> ]
> 10

10 A

0 o

Time

Obrazek 4: Schéma rustového cyklu kvasinek [4]

4.1.3 Populace kmeni kvasinek prirozené mikroflory béhem fermentace vina

Nejvyssi podil kvasinek pochazi z povrchu bobuli. Kvasinky se rozmnoZuji v mistech jem-
nych prasklinek a ran, kde maji ptistup ke $taveé. Na jedné bobuli se nachazi asi 8 milioni
bunék, na popraskanych bobulich je toto ¢islo témét 40-krat vyssi. Druhym mistem vysky-
tu kvasinek je pida, kam se dostavaji z hroznl prostiednictvim desté. A v neposledni fadé

sem patii 1 nastroje a pomuicky pouzivané béhem lisovani. [35] [4]

Kvasinky pfirozené se vyskytujici na povrchu hroznii se oznacuji jako pfirozena mikroflo-
ra vinného mostu. Béhem celé¢ho kvaseni je zastoupeni kvasinek proménlivé. Na pocatku
kvasného procesu stoji divoké kvasinky, které proces kvaSeni zahdji a zkvaSuji most, do-
kud je jeho hodnota objemu alkoholu niZsi nez 4 % obj. Poté na fadu ptichdzeji kvasinky
pravé, které maji mnohem vyssi toleranci k alkoholu. Nasledujici tabulka popisuje zastou-
peni kvasinek pfirozené mikroflory kvasinek v moStu béhem kvaseni. Mikrobiologicky
proces fermentace mostu je pfedmétem mnoha studii a je znama variabilita populace vin-
nych kvasinek. OvSem je obtizné odlisit rizné kmeny Saccharomyces cerevisiae, proto
specificka variabilita tohoto druhu je tedy stdle nezndmad. Pro charakterizaci kvasinkovych

kmeni byly pouzity molekularni metody zahrnujici analyzy DNA sekven¢niho polymor-

fismu, vzory chromozomalnich DNA a restrikéni vzory. [30] [31]
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Pocatek kvaseni Hlavni kvaseni Dokvaseni
Kloeckera apiculata* Sacch. cerevisiae, Sacch. cerevisiae,
subspec. cerevisiae* subspec. cerevisiae*
Metschnikowia Sacch. cerevisiae, Sacch. cerevisiae,
pulcherrima* subspec. uvarum* subspec. bayanus
Candida stellata Sacch. cerevisiae,
subspec. bayanus
Kloeckera corticis Sacch. chevalieri
Candida krusei Torulaspora delbrueckii
Candida vini Zygosacch. florentinus
Hansenula anomala Zygosacch. rouxii
Hansenula Kluyveromyces
subpelliculosa thermotolerans

Pichia mermentans
Pichia membranaefaciens

3k

nejbéznéjsi druhy kvasinek

Tabulka 2: Prirozena mikroflora kvasinek v mostu béhem kvaseni [4]

4.1.4 Faktory ovliviiujici kvaSeni vina

vvvvvv

fluje také obsah alkoholu 1 aromaticky a chutovy projev vina. Teplota kvaSeni zna¢né zavi-
si na pozadovaném typu vina, at’ uz se jedna o vino bilé, rizové, cervené, aromatické ¢i
mén¢ aromatické. Vétsi odchylky od optimalni teploty brzdi latkovou vyménu kvasinek.
Rovnéz pftilis rychld zména teplot vyvolava stres kvasinek, a proto by neméla ptekrocit
vice nez 4 °C za hodinu. Pfi pfili§ rychlém poklesu teploty nastava snizeni enzymatické

¢innosti. Prostfednictvim teploty tedy dochdzi k selekci kvasinek.

V poslednich letech doslo ke snizeni hodnoty teplotni meze téméi o 5 °C. Teplota se udr-
zuje pii cca 22 az 23 °C, nejlépe vSak pii 20 °C. Pojem studené kvaSeni se vztahuje
k teplotnimu rozsahu 12 az 15 °C a je zapotiebi chladnomilnych kultur. Takto vykvaSena
vina maji bohaté aroma, protoze aromatické latky ve vétsi mife zlstavaji ve viné a neodpa-
fuji se. Cim teplej§i bude kvaseni, tim vice aroma a alkoholu se ztrati, ale tim spolehlivéji
kvasinky most prokvasi. Vina kvasici pfi vyssi teploté piipominaji spiSe aroma tropického

ovoce, ovocné bonbony, estery. V zdvislosti na teploté vytvareji kvasinky rozdilné vedle;jsi
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produkty. Pii niz$ich teplotach se tvoii spiSe ethylové estery, u vyssich vice estery kyseliny

octové. [35] [5] [6]

PFi vysSich teplotach kvaseni (nad 23 °C)

Vy88i obsahy glycerolu, zkvasitelnych cukri, zbytkového
extraktu, kyseliny mlécné, kyseliny pyrohroznové, kyseliny
ketoglutarové, vazaného oxidu sificitého, 2-fenyletanolu,
1-propanolu, isobutanolu, isoamylalkoholu, octanu etylnatého,

mlécnanu etylnatého.

PFi nizSich teplotach kvaseni (pod 23 °C)

Vy$Si obsahy celkového alkoholu, veskerych kyselin, kyseliny
jablecné, acetaldehydu, veskerych polyfenolt, veskerych esterd.

Tabulka 3: Produkty vytvarejici se pri rozdilnych teplotach kvaseni [35]

Koncentrace cukri béhem fermentace je dalSim vyznamnym faktorem. Mosty s niz§i kon-
centraci kvasi podstatné leh¢eji nez pti vyssi koncentraci. S vysokym procentem cukrii se
setkdvame u vin typu: vybér z bobuli, vybér z cibéb, slamového a ledového. Kvaseni 1ze
zlepsit doplikovou vyZivou kvasinek. [5] K pfimému méteni ubytku cukrii béhem fermen-
tace slouZzi biosenzor, ktery reaguje na glukézu a fruktézu. DalSim moznym meétenim kon-

centrace cukril v mostu je sledovani tlaku kapaliny neboli hustoty. [6]

Obsah alkoholu obvykle snizuje schopnost rozmnozovani kvasinek potazmo dynamiku
kvaSeni. Divoké kvasinky ptezivaji obvykle do 4 % obj. alkoholu v mostu. Posléze jejich
aktivitu prebiraji uslechtilé kvasinky Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces bayanus,
které jsou schopné se v mostu rozmnozovat do cca 12 az 13 % obj. alkoholu v mostu. Pti
jesté vyssich koncentracich alkoholu se rozmnoZuje uz jen rod kvasinek Saccharomyces

bayanus —a to do 15 az 16 % obj. [5]

Pouzitim oxidu sifi¢itého se brzdi rozmnozovani kvasinek, ovSem teprve v mnozstvi od
50 mg na litr. PfedevSim se tak potla¢i divoké kvasinky a mnoZstvi bakterii, ale kvasinky
rodu Saccharomyces poskozuje malo. Tim je ovlivnén pocatek kvaseni, nikoli jeho dalsi

pribéeh. [35]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

Ve vinafské praxi je znamo, ze neodkalené mosty kvasi podstatné snadnéji, rychleji a in-
tenzivnéji nez mosty odkalené. [5] Odkalené mosty maji vyssi alkohol a aroma, ale pfi

velmi pomalém kvaseni rovnéz stoupa obsah acetaldehydu. [35]

Béhem svého rozmnozovani potiebuje kvasinka urcité mnozstvi kysliku pro stavbu bunéc-
né membrany. Jestlize je kysliku nedostatek, kvasinky se rozmnozuji méné, maji horsi
stavbu a netvofti se jich dostatek pro plynulé prokvaseni. [35] Okysli¢eni kvasiciho mostu
na zacCatku fermentace neni vhodné, nebot’ kyslik podporuje rozvoj ne-sacharomycetnich
kvasinek, které nejsou pro kvaseni mostu vzdy zddouci. Dodani kysliku na konci rstové

faze naopak podporuje dominanci vinnych kvasinek Saccharomyces cerevisiae. [5]

Dusik tvofi sou¢éast aminokyselin, tim padem i bilkovin a enzym, které¢ umoznuji latkovou
vymeénu v buiice. Jeho nedostatek ma za nasledek slabé kvasici kvasinky a miize vést az

k porucham kvaseni. [35]

4.1.5 Stres kvasinek v prubéhu kvaseni

Alkoholova fermentace je jedna z dulezitych fazi ve vyrob¢ vina. Obvykle je provadéna
kvasinkami, které patii k druhu Saccharomyces cerevisiae. Fermentace mohou byt modifi-
kovany zménou sloZeni média, vinného mostu, coZ je zména jeho teploty, provzdusnéni
atd., nebo mohou byt fermentace modifikovany, pokud se modifikuje genom kvasinkové
flory, ktera provadi proces fermentace. [21] Pokud nedojde ke zmé&né kvasinkové flory, je
dana flora sloZena ze smési divokych kmentl, které mohou, ale nemusi, po sobe nasledovat.
[22] Tento proces fermentace miiZze byt mikrobiologicky zjednoduSen a kontrolovan, kdyz
se naockuje modifikovana Cista kultura do probihajici fermentace. [23] Tento postieh ote-
vird cestu pro uziti technik genetického inZenyrstvi pfi modifikaci vinnych kvasinek, a

tudiz vlastnosti vyrobeného vina (aroma, chut’, ethanol atd.). [28]

Preziti bun€k zavisi na jejich schopnosti rychle se adaptovat ménicim se podminkam.
V ptipad¢ celuldrnich organismu je tato schopnost obzvlasté dilezitd, protoze musi velmi
casto reagovat na nové podminky. Jakykoliv faktor z prostfedi, ktery by mohl mit neblahy
dasledek na rist buiiky, je povazovan za puvodce stresu. Existuje né€kolik druhii pivodct
stresu, které mohou ovlivnit kvasinky béhem vyroby vina a béhem primyslové piipravy
kvasinek, které maji byt naoCkovany do mostu. [24] Teplotni Sok jako jeden z pivodcu
stresu je dlouhodobé¢ studovan na laboratornich kvasinkovych kmenech. I kdyz tento stre-
sor obvykle nebyvd béhem fermentace pfitomen — a neni v prubéhu zjistén systémy na

kontrolu teploty — supraoptimalni teploty se mohou vyskytnout béhem vyroby biomasy a
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procesu vysusovani kvasinek, které jsou vyzadovany pro primyslovou ptipravu vinnych

kvasinek. [28]

Stejné tak jako teplotni stres se mize béhem vyroby biomasy a vysusovani kvasinek obje-

vit oxidac¢ni stres.

Hyperosmoza je také dilezitym stresovym faktorem pro vinné kvasinky. Vysoky obsah
cukr v mostu produkuje osmoticky stres v kvasinkovych bunkéch, kterému musi odolat,
aby prob¢hla fermentace. Navic by se mohl osmoticky stres objevit také béhem vyroby
biomasy, vysuSovani a ndsledného zpracovani. Mnozstvi dusiku, které je kvasinkdm
k dispozici a je schopno se asimilovat, zavisi na jeho zdrojich, které jsou piitomny
v kazdém urcitém mostu a také na ethanolové koncentraci, ktera negativné ovliviiuje vstie-
bavani dusiku. [25] ZvySeni ethanolové koncentrace a postupné vyuziti zdroji dusiku kva-

sinkami béhem fermentace miize zptsobit absenci dusiku. [28]

Béhem ristu kvasinek v mostu je vétSina pfitomnych hex6z zkonzumovéana, tudiz dal$im
dalezitym stresorem je ke konci procesu fermentace absence cukru. Na konci procesu fer-
mentace je vyprodukovano zvySené mnozstvi ethanolu a kvasinky si vytvoii obranny me-
chanismus proti toxicité ethanolu. Nedavno se ukézalo, Ze ethanol vyvolava v kvasinkach

také vodni stres. [26]

Kvasinkové buiikky ve srovnani s jinymi Zivymi organismy vnimaji stres a reaguji na n¢j.
Bunéény aparat na kontrolu stresorti zahrnuje rapidni syntézu ochrannych molekul a akti-
vaci systému signalni transdukce, které vyvolavaji druhotné procesy jako aktivaci jiz dfive
existujicich enzymovych €innosti a ptepis faktorti genového kddovani; tyto faktory maji
ochranné funkce. [27] Regulace reakce na stres zahrnuje mechanismy transkripce, transla-
ce a post-translace, které jsou velmi pfiznacné pro piipad teplotniho Soku. V kvasinkach

jsou stresem aktivovany alespon tfi pozitivni transkripéni elementy. [28]

4.1.6 Biochemie alkoholového kvaSeni

Most z hroznti révy vinné obsahuje dva nejvyznamnéjsi cukry, glukozu a fruktozu, pticemz
vinné kvasinky tyto dva cukry velmi dobte zpracovavaji. V prabéhu kvaSeni potom rychle-
ji vyuzivaji glukozu a pomaleji fruktézu. Sachardza pridavana béhem doslazovani je rov-
néz metabolizovana kvasinkami. Kvasinky Saccharomyces cerevisiae maji tu schopnost
rozstépit esterickou vazbu sacharézy, ¢imz vznika glukéza a fruktdza. Pripadny zbytkovy

cukr ve ving je pfedstavovan prave jako fruktoza, kterd ptisobi sladSim dojmem. [5]
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Glukoéza a fruktoza je metabolizovana na ethanol piedev§im glykolyzou. Vedle primarniho
vedlejSiho produktu alkoholu kvasinky dale metabolizuji vétSinu volnych aromatickych
sloudenin nachazejicich se ve ving. Cinnost kvasinek miiZze mit také vliv na rozvoj odrtido-
vého aroma — a to diky hydrolyze netékavych prekurzori aromat, tim dochazi

k potencidlnimu uvoliiovani aromatickych terpend, fenoli a norisoprenoidii. [34]

Navic zménou chemicko-fyzikalnich vlastnosti béhem fermentace se postupné upravuje
metabolismus kvasinek. To odrdzi rtizné faze rtstu kolonii souvisejici s upravou zivin,
energetického postaveni buiiky a latek uvoliiovanych a piijimanych béhem celé doby fer-
mentace. Mnoho vonnych slozek vina mize byt tedy produkovéano diky modifikaci pri-

marnich i zprosttedkovatelskych mechanismi bun¢k kvasinek. [32]
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4.2 Malolakticka fermentace

Malolakticka fermentace (MLF) neboli jable¢no-mlééné kvaSeni je druhotnd fermentace,
ktera se obvykle objevuje na konci alkoholové fermentace provadéné kvasinkami, i kdyz
se nckdy miize objevit jiz dfive. Jde v podstaté o biologicky proces vinného odkyselovani,
ve kterém je malat (odvozen od dikarboxylové L-jablecné kyseliny) pfetvaien na laktat a
oxid uhlicity. [19] Odkyselovani je ptedevsim zadouci pro regiony s chladnym klimatem
(napf. Novy Zéland, Kanada), kde se produkuje vino s vysokou kyselosti. Tento proces je
obvykle provadén bakteriemi mlé¢ného kvaseni (BMK), coz jsou naptiklad kmeny Oeno-
coccus oeni, Leuconostoc oenos, Lactobacillus ¢i Pediococcus. Oenococcus oeni je prefe-
rovanym druhem, jenz se pouziva k malolaktickému kvaSeni — a to diky své odolnosti vii¢i

kyselosti a chuti, kterou vinu déva.

Znalosti ohledné metabolismu BMK ve vin€ jsou potiebné, abychom vyhodnotili vliv MLF
na kvalitu vina. Dnes se ma za to, Ze MLF je mnohem vice nez jenom odkyselovaci proces,
prestoze odkyselovani skrz MLF je stale primarnim cilem ve vinném kvaSeni v oblastech
s chladnym klimatem. Komplexnost a rozmanitost metabolické aktivity BMK napovidaji,

ze MLF muze ovlivnit kvalitu vina jak pozitivné, tak negativné. [18]

4.2.1 Vliv biogennich amini

Biogenni aminy (BA) jsou rozmanitou skupinou substanci, které se vyskytuji nejen ve vi-
né. Mohou zplisobovat nesnasenlivé projevy — a to podle individudlni citlivosti konzumen-
ta, na zaklad¢ aktivity aminooxiddzy sttevni sliznice a jater. Hlavni diivodem jejich vzniku
je dekarboxylace aminokyselin. Dale se mohou tvofit cestou aminace aldehydi a ketona
transamindzami a enzymatickym odbourdvanim jinych substanci obsahujicich dusik.
Zvlastni vyznam pfitom ndlezi hodnoté pH. Nad 3,6 jsou podporovany bakteridlni pfemé-

ny. [8]

Neznaméjsi biogenni amin histamin se tvofi z aminokyseliny histidin. Histamin neni ve
vin€ obsaZen primarné, ale vznikd az pfi MLF fermentaci, pfi odbourdavani kyselin. Pfi
Spatném pribéhu MLF jsou totiz pfitomny pediokoky, které zplisobuji vyssi produkci BA.
Dtivodem je hlavné Spatnd hygiena ve vyrobé a nahnilé hrozny. Pfi pouziti startovacich

kultur bakterii, selektované Oenococcus oeni, nebylo zjisténo zadné zvyseni BA ve viné.

I kdyZ mnozstvi BA ve ving je pomérné nizké ve srovnéni s jinymi fermentovanymi potra-

vinami, napf. plisnovy syr obsahuje az stonasobny obsah BA, studium téchto sloucenin ve
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viné je obzvlasté dilezité, protoze nejen ethanol, ale 1 produkt jeho odbouravani — acetal-
dehyd — muize zvysit jejich toxické ucinky na lidsky metabolismus tim, Ze zabrani amino-
OXiddze v odbouravani biogennich amind. [40] Tim jsou biogenni aminy déle zadrZzovany
bolesti hlavy, nevolnost, zvraceni, prijem, ocni tlak, slabost krevniho ob&éhu, dusnost, nu-

ceni ke kasli, svédéni.

Vzniku BA se dé& zabranit nebo jejich rozvoj minimalizovat — a to diky pouziti zdravych
hroznd, dodrzovéani striktni hygieny, zamezeni vzristu pH nad hodnotu 3,6. Vyhodné je téz
pouziti startovacich bakterii pro MLF, aby se zabranilo ¢innosti negativnich pediokokt a

laktobacili. Pokud jiz BA ve viné mame, dé se jeho obsah snizit pfidavkem bentonitu. [8]
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5 KVASENI SPONTANNI A RiZENE

Alkoholové kvaseni mosti je zékladem technologie vyroby vina. Jedna se o nejdulezitéjsi
biochemicky proces pii vyrob¢ vina, ktery vyzaduje dislednou kontrolu jeho pribéhu. Ve

vinafské praxi rozliSujeme dva typy prokvaSeni mostl, spontanni a fizené kvasSeni. [5]

5.1 Spontanni kvaSeni

Pod timto pojmem se rozumi prosazeni pouze téch kvasinek, které se pfirozené¢ vyskytuji
na hroznech ve vinicich a s nimi jsou také privezeny do sklepa. Jedna se o kvasinky divoké
neboli pfirozené. Neptidavaji se Zadné dalsi ptisady Cistych kultur kvasinek. [6] Vina vy-
robend touto technologii vyzaduji del§i Cas na vyrobu, aby kvalitn€ uzrdla. Zaroven se pii
ném vytvaii komplexni spektrum aromatickych latek. Velmi pozitivni je v takto vyrobe-

nych vinech vyssi hodnota bezcukerného extraktu. [5]

Vyskyt kvasinek na hroznech je ovlivnén mnoha faktory, jako jsou pocasi, odrida, doba
sklizné, poskozeni postiiky, hmyz. Pocet kvasinek na povrchu bobuli se pohybuje
v rozmezi od nuly po cca 2 miliony na cm?. Cim jsou hrozny vyzralejsi, tim dfive dochéazi
k vytoku mostu na povrch bobule skrz praskliny, a ten tvofi zakladni substrat pro rozmno-
zovani kvasinkové mikroflory. Znamena to, Ze mnozstvi kvasinek potiebnych ke kvaseni
muze byt kompletné k dispozici, ale také mohou zcela chybét. [6] Vyroba vina technologii

spontanniho kvaseni je proto uréena pouze pro dokonale vyzralé hrozny.

4

Nejvhodnéjsi je sklizen hroznt pti nizsi teploté pro uchovani stavajici mikroflory. Vybira;ji
se hrozny dostate¢né prozralé a zdravé. Nasleduje Setrné odstopkovani, drceni a lisovani za
tlakli nizSich nez u inukolovanych vin. Teplota mostu uréeného pro spontanni kvaseni by

se m¢la pohybovat pfi 15 °C a neméla by pfesahnout 18 °C — a to i béhem fermentace.

.....

Je-1i surovina zdrava, mnoZstvi davkovani SO> by mélo byt niZ8i, nebo dokonce nemusi

byt ptidavan viibec. Diivod aplikace SO; je oddaleni nastupu spontanni ¢innosti kvasinek.

Odkaleni mostu se neprovani diisledné, je vyhodou ponechat v mostu jemny kal, protoze
ten pravé obsahuje divoké kvasinky i kvasinky Saccharomyces cerevisiae. [5] Schéma
rustu ptirozené mikroflory je detailn€ popsano v piedeslé kapitole. Proces fermentace zaci-
naji divoké kvasinky, které jsou schopny metabolizovat cukry na alkohol, dokud obsah
alkoholu nestoupne nad 4 % obj. alkoholu v mostu. Posléze se za¢ne ve zna¢né mife proje-

vovat prava kvasinka Saccharomyces cerevisiae, ktera je tolerantnéjsi k obsahu alkoholu
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v médiu a spolu s kvasinkou Saccharomyces bayanus dokoncuji kvaseni. Kvasinka Sac-
charomyces bayanus je schopna fermentovat dokonce i pii 15 az 16 % obj. alkoholu

v moStu.

KvaSeni muze trvat podstatné dels$i dobu nez u mosti prokvasenych cistou kulturou. Ale
pokud maximéln¢€ do dvou tydnl od teoretického pocatku kvaseni most nefermentuje, je
tieba aplikovat ASVK (aktivni suché vinné kvasinky), ¢imz dochazi k technologické zmé-

n¢; takové vino jiz nelze oznacovat jako produkt spontanniho kvaseni.

Aromaticky a chutovy vyvoj spontdnné vyrobenych vin je delsi nez u vin fizeného kvaSe-
ni. Vina jsou ideélni ke konzumaci teprve az v bieznu ¢i dokonce v kvétnu. Aromaticky
jsou velice vyrazna, odrudovée typicka a chutové plna, coz zptisobuje vyssi hodnota bezcu-

kerného extraktu a vyssi obsah glycerolu. [5]

druh podil v %
Candida edax 17,6
Rhodotorula spp. 15,2
Bulleromyces albus 10,3
Cryptococcus spp. 8,3
Hanseniaspora uvarum 7,8
Mctschnikowia pulcherrima 1,5
Pichia spp. 1,5
Schizosaccharomyces spp. 1,5
ostatni 19,2
Aureobasidium pullulans 17,2
Saccharomyces cerevisiae casto pod 1!

Tabulka 4. Nejcasteji se vyskytujici spontanni kvasinky [35]
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5.2 Rizené kvaSeni

Pod terminem fizené kvaseni se skryva aplikace Cistych kvasinek ¢i ASVK do mostu. Kaz-
dy vyrobce vina ma dnes velké moznosti pii vybéru typu ASVK od producentt, ktefi nabi-

zeji ptes 100 druhi preparat kvasinek selektovanych podle pozadavkii na charakter vina.
[5]

Hrozny se pii pfeprave chladi suchym ledem, naslednd macerace u vybranych druhti taktéz
probihd za chladnych podminek, tzv. kryomacerace. Pti udrzovani nizké teploty se ziska
vyssi procento aromatickych latek vina. MoSty se nasledné odkaluji bud’to sedimentaci
nebo flokulaci — a to velmi peclive. Do odkaleného mostu se inokuluji Cisté kvasinky urce-
né pro dany charakter vina. Pti kvaseni mosti ve velkych objemech mtze dojit ke zvySeni
teploty nad 20 °C. To ma za nasledek rychly pribéh kvaseni, pficemz unika i velky objem

aromatickych slozek. Vina jsou pak charakterove nezajimavé a prazdna. [9]

Diky ptidavku ASVK dochazi k snadnéjSimu fizeni kvaSeni obzvlasté u ne zcela zdravého
mostu. Vytvafi se velké procento alkoholu a minimum vedlejSich produkt fermentace.
Kvasni¢ni kaly inokulované kultury se pomérné snadno usazuji, protoZe se netvori latky
ztézujici filtraci, jako jsou mannany a glukany. [35] Ptidavek selektovanych suSenych kva-
sinek je vhodny i proto, Ze v moStu je hned zpocatku dostatecné mnozstvi kvasni¢nych
bungk, a tim se zvySuje pravdépodobnost, Ze se cely kvasny proces vyvine bez potizi a
spravnym smérem. Je to zvlasté dulezité u mosStd z nahnilych hroznii nebo u mosti
s vysokym obsahem cukri. Mezi selektovanymi suSenymi kvasinkami je Siroké Skala kme-

nt s odliSnymi vlastnostmi. [10]

Teplota mostu pred zacatkem kvaseni by se méla pohybovat mezi 15 az 18 °C a béhem
kvaseni okolo 20 °C az 22 °C. Optimalni teploty pro alkoholové kvaseni by nemély
v zadném piipadé presdhnout teplotni limit. Vysoka teplota podporuje nastup MLF — a to
zvlasté u bilych vin neni vhodné. U mosti prokvaSenych ,,do sucha®, tzn. vznik vina bez
obsahu zbytkového cukru, se téméf nevyskytuji mikrobidlni problémy. U sladkych vin
zustava vysoky obsah zbytkového cukru, jez mlze pusobit jako substrat pro mikroorga-

nismy, proto je nutné takové vino sterilizovat, a tim potlacit bakterie i kvasinky. [5]

V dnesni dobé je v nabidce nékolik desitek az set druhil preparati kvasinek, které se lisi
v zavislosti na selektivité vina. Existuji napt. kvasinky pro studené kvaSeni, kvasinky pro

moSty s vyssi cukernatosti, aromové kvasinky, sektové kvasinky, odridové kvasinky, kva-
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sinky pro cervena vina, kvasinky produkujici glycerol, kvasinky neovliviiujici kyseliny

nebo kvasinky se silnym sklonem k autolyze.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

6 VLIV KVASINEK NA KVALITU VINA

Rozhodujici vliv na kvalitu vina mé sbér hroznti v optimalni technologické zralosti, ta ur-
¢uje vhodny obsah cukrii, kyselin, pH 1 aromatickou a fenolickou zralost. Technologicka
zralost se 1iSi s typem vina, pro vina lehka je vhodnd jina technologickd zralost nez pro
vina tézka. [5] Pro dosazeni optimalni zralosti hroznti je dulezity i vybér mista vinice. Mis-
to charakterizuje teplota, svétlo, vodni srazky, vzdusné proudy, nadmotska vyska, reliéf
krajiny a slozeni pudy. O této problematice se zminoval i prvni ¢esky odborny spis o vinai-

stvi s nazvem ,,Vinice v jakém polozeni ma byti®. [9]

6.1 Vliv produktii fermentace na charakter vina

Kromé alkoholu a oxidu uhli¢itého se pti kvaseni vytvaii také velky pocet primarnich a
sekundarnich metaboliti. Pod pojmem primarni vedlejsi produkty rozumime meziprodukty
alkoholového kvaSeni a nasledujici etapu odbouravani cukrl v cyklu kyseliny citronové.
Mezi primarni vedlejs$i produkty kvaSeni patii glycerol, kyselina pyrohroznova, acetalde-
hyd, kyselina octova, kyselina 2-ketoglutarova, kyselina mlé¢né, kyselina octova, kyselina
jantarova a kyselina citrénova. K sekundarni vedlejsi skuping patii hlavné slouceniny, kte-
ré se syntetizuji z produkti odbouravani cukra pfi kvaseni, jakoz i latek, které nemaji Zad-
ny piimy vztah k latkové vymeéné kvasinek. Sekundarnimi vedlejSimi produkty kvaSeni
jsou 2,3-butandiol, acetoin, diacetyl, vyssi alkoholy, estery, aldehydy, ketony, kyselina
galaktouronova a methanol. Tyto chemické latky patiici do skupin primarnich a sekundar-
nich vedlej$ich produkti pfi kvaseni mohou kvalitu vina ovlivnit v zavislosti na svych

koncentracich kladn€ nebo zéporné. [5] [8]

Glycerol pfispiva k nasladlé chuti a vino plsobi kulaté, tzv. vino plné, a je vytvaren piede-
v8im slabé& kvasicimi divokymi kvasinkami. Spontanné kvaSené vino tedy oplyva plnou
chuti vice nez vino ockované. Nékteré selektované kmeny kvasinek Saccharomyces dokazi
tvorit také vyssi obsah glycerolu, avSak v dosavadnich pokusech nevykazaly vzdy ty nej-

lepsi senzorické vysledky. [8] [35]

Kyselina octova patii mezi t€kavé kyseliny a je ukazatelem zdravotniho stavu vina. Nékte-
ré kmeny Saccharomyces cerevisiae za nestandardnich podminek mohou tvofit kyselinu
octovou, avsak jsou to pravé divoké kvasinky, jejichz produkce octové kyseliny je nékoli-
kanasobné vyssi. Naoctéla vina maji co do vliné a chuté zvlastni Skrablavy, pichlavy a ky-

sely charakter. [10] [8]
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Kyselina pyrohroznovd, acetaldehyd a kyselina 2-ketoglutarova jsou vyznamné svou vaz-
nou schopnosti na kyselinu sifi¢itou ve vin¢. Acetaldehyd je prekurzorem ethanolu pii kva-
Seni vina, v prubéhu se jeho koncentrace v rozkvaseném mostu snizuje. Tim, Ze pafi mezi
vazné partnery pro SO», je jeho ton prekryt. Mnohé z aldehydt obsazenych ve viné Ize spo-
jovat s projevem aroma, nicméné vétSina z nich je neutralizovéna sluCovanim s oxidem
sifi¢itym. Nejznaméjsi je vanilin, ktery se do vina dostava diky lezeni v dubovém sudu
barrique. Volny acetaldehyd narusuje chutovy obraz vina. Co se tyCe viné a chuti jsou
takova vina vétSinou odmitdna jako oxidativni a aldehydova. Spontanné kvaSena vina ob-
sahuji vétsi mnozstvi acetaldehydu, proto maji vétsi spotiebu oxidu uhli¢itého. Nejznamé;j-

§1 je vanilin, ktery se do vina dostava diky lezeni v dubovém sudu barrique. [8] [10]

Acetoin a diacetyl vznikaji odbouravdnim kyselin ¢innosti mléénych bakterii. Tyto kom-

ponenty vnasi do vina ton chuti kyselého zeli. [8]

Vyssi alkoholy téZ oznacované jako priboudliny maji vytecné vlastnosti, co se tyce ving a
chuti, a diky tomu spoluptisobi pfi vyhranéni aroma vina. OvSem vys$§i koncentrace
vyS$sich alkohold mohou ze senzorického hlediska plisobit aZ zaporné a také mohou vést
k bolesti hlavy po poziti vina. Procento vysSich alkoholu ve viné je vyssi u spontanné kva-

Senych vin nez u vin inokulovanych cCistou kulturou kvasinek. [8]

Estery jsou ve vin¢ pfitomny ve velkém poctu. Jako alkoholova komponenta slouzi hlavné
ethanol a vyssi alkoholy. Ty jsou esterifikovany kyselinou octovou. Pfi spontannim kvase-

nim miZe vznikat diky divokym kvasinkdm vyssi procento ethylesterti kyseliny octové. [8]

Tvorba esteri pomoci kvasinek v pribéhu kvaSeni mize mit vyznamny vliv na vyvoj
ovocného aroma ve vin€. Koncentrace esterti ve viné je ovlivnéna druhem kvasinky a pou-
zitym kmenem kvasinek a zdvisi na rovnovaze mezi syntézou a hydrolyzou esteri

v prubehu kvaseni i po ném. [37]
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Tékavé slouceniny

Popis aromatického projevu

etylpropanoét

ovocny

etyl 2-metylpropanoat

ovocny, sladké ovoce

ethylbutanoét kyselé ovoce

etyl 3-metylbutanoét bobuloviny

etylhexanoét zelené jablko

etyllaktét jahoda

etyloktanoéat sladké mydlo

etyldekanoat piijemné, mydlové

etyldodekanoat mydlové

etylacetat ovocny, odlakovac (ve vysoké koncentraci)

2-metylpropylacetéit banén, ovocny

2-metylbutylacetat banan, ovocny

3-metylbutylacetat banan
hexylacetat sladky, parfém
2-fenyletylacetét kvétinovy

Tabulka 5: Vyznamné estery vytvorené kvasinkami ve viné a jejich aromatické projevy [5]

Kyselinu mlécnou produkuji bakterie mlééného kvaseni z kyseliny jablecné za vzniku oxi-

du uhli¢itého. Chut’ a viing je nasladlo-nakysla, Skrablava a ptipomina kyselé zeli. [8] [10]

Rozpadem karotenovych barviv, které se nachazeji ve slupce hroznu, vznikaji aromatické
derivaty. B-damascenon pfipomind viini riZi a B-ionon vini fialek. Diikazem pro zakazané

umélé aromatizovani vin je pfitomnost syntetického a-iononu s vini luénich kvétin. [10]

6.2 Cisté kultury kvasinek a jejich vliv na kvalitu vina

Otéazkami selekce vhodnych kment vinnych kvasinek na zékladé jejich vlastnosti se zaby-
val jiz na konci 19. stoleti Hermann Miller-Thurgau v Geisenheimu. Mezi kyzené vlastnos-
ti patii rychlost kvaSeni, dobra aktivita kvasinek béhem kvaSeni i dokvaSeni, tolerance
k alkoholu, dobra schopnost kvaseni i pfi nizSich teplotach, dobré kvasné aroma, nizka

tvorba kyseliny octové a nizk4 tvorba sirnatych sloucenin. [5]

V dnesni dob¢ se setkdvame se specidlnimi kvasinkami pro studené kvaSeni, kvasinkami
pro vyssi cukernatost, aromovymi kvasinkami, sektovymi kvasinkami, odridovymi kva-
sinkami, kvasinkami pro ¢ervena vina, kvasinkami produkujici glycerol, kvasinkami neo-

vlivilyjici kyseliny nebo kvasinkami se silnym sklonem k autolyze.
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Kvasinky ptsobici na aroma vina se rozdé€luji na kvasinky s pfidatnym kvasnym aroma a

na kvasinky s glykosidazovou enzymatickou aktivitou. [35]

Kvasinky s pfidatnym kvasnym aroma neuméji produkovat pravé piirodni hroznové aro-
ma, coz jsou hlavn¢ terpeny, ale podporuji tvorbu esterovych vazeb u kyseliny octové nebo
ethanolu. Tyto slouceniny jsou tékavé, a prekryvaji tak primarni hroznové aroma. Toto
aroma je Casto ozna¢ovano jako esterova ovocnost nebo také kvasné aroma. Kvasné aroma
je vsak Casove nestalé a po tiech letech je jiz nedokazatelné. [36] Tento typ vin je vhodny
spiSe pro rychlou spotiebu, protoze pti delSim uloZeni mohou estery ziskat nepiijemny

charakter.

Vétsina aromatickych latek je vdzana na cukry, a tim i stabilizovana. Jestli se molekula
cukru odstépi, stane se aroma t&kavym, a tim i senzoricky t¢innym. Stépeni cukrii miize
byt zpisobeno vlastnimi kyselinami nebo kvasinkami s glykosiddzovou enzymatickou ak-
tivitou, které¢ jsou schopny $tépeni cukernych zbytkli diky svym enzymim. Dosdhne se
rychlej$iho uvolnéni aroma, jehoz tvorba by obvykle nastala az béhem lezeni vina. Techni-
ka prestavuje ¢asové zvyhodnéni pfi vzniku aroma. Takto vykvaSené mladé vino je poci-
tovano pozitivné diky zvyraznénému intenzivnimu aroma, ale n€kdy miize byt pokladano

az za prili§ hlasité a netypické. [35]

U kvasinek tolerujicich niZsi teploty, tj. 12 — 15 °C se vyrobce snaZi zachovat ve ving€ vice
aromatickych slozek. Pro studené kvasené vina je charakteristické aroma tropického ovoce,
bandnu ¢i ananasu. Kvasinky pro vyssi cukernatost, jak jiz napovida ndzev, jsou ur€eny pro
vyrobu sladkych vin a také pro rozkvaSeni nedokvaSenych vin. Mezi nejvyznamnéjsi sek-
tové kvasinky fadime Saccharomyces bayanus, protoze ma velkou toleranci k alkoholu a

SO». Casto je tato kvasinka uzivana pro predcasné zastaveni kvaseni.

Odrtdové kvasinky se snazi podpofit odridu, ze které byl most vytvoren. Maji pozitivni
vliv na celkové aroma vina. Kvasinky ur¢ené pro ¢ervend vina maji za kol zachovat bar-

vu vina. Kvasinky produkujici glycerol pfispivaji k plnosti vina.

6.3 Srovnani technologie spontanniho a rizeného kvaseni

Spontanni kvaseni nastava u vina, jez nebylo inokulovéano ¢istou kulturou. Zalezi tak pte-
devsim na tom, jaké sestava mikrobii vegetovala na hroznu, na zdravotnim stavu hroznu,
pocasi a tedy 1 vyzralosti. Spontdnniho kvaseni by se mély ucastnit pfevazné hrozny vyzra-

1¢. Na hroznech dostate¢né neprozralych mtze byt mikroflora natolik nizkd, Ze nemusi
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dojit ke kvaseni viibec. V opa¢ném piipadé¢ mize v premife obsahovat mikroby, které mo-
hou vino znehodnotit. Pfi spontannim kvaseni je nesmirn¢ dulezité dodrzovat cistotu pro-
sttedi, zvlasté pak pii lisovani, kde mohou vlivem nedokonalé hygieny ptebyvat mikroor-

ganismy s minulého lisovani.

Mosty inokulované, kdy pozivame techniku fizené fermentace, nejsou natolik nachylné
jako mosty kvaSené prirozenou mikroflérou. Z hrozni se nejdiive odstrani domorodé mi-
kroorganismy a most se pieockuje Cistou kulturou, ktera je natolik dominantni, ze se pu-
vodni mikroflora stdva necinnou. Timto zplisobem se mohou zpracovdvat i moSty méné
kvalitni. V dne$ni dobé¢ jsou desitky az stovky specifickych kvasinek, které 1ze do mostu

pridat, a tim co nejvice zachovat povahu vina.

Protoze se spontanniho kvaseni zucastnuji kvasinky divoké, které maji vyssi produkci gly-
cerolu, ma vysledné vino chut’ kulatéjsi neboli plnéjsi. Divoké kvasinky produkuji vyraz-
néjsi aroma, které je origindlni samo o sob€. Vina vyrabéna fizenou technologii jsou méné
ekonomicky naroc¢nd, nehrozi riziko znehodnoceni vina, ale jejich aromaticka a chutova

stranka miiZe byt o néco chudsi nez u vina spontanné kvaseného.
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ZAVER

Tato reSersni prace pojednava o problematice kvaseni vinného mostu. Byla popsana dyna-
mika populace mikroflory v mostu béhem riznych fazi kvaseni a byly zde popsany také
faktory ovlivitujici kvasny proces, spolu s tim byly rozebrany i stresové situace kvasinek.

Daéle se zamétuje na technologie vyroby vin s pouzitim spontanniho a fizené¢ho kvaseni.

KvasSeni je slozity biochemicky a mikrobiologicky pochod, za ktery odpovida fada mikro-
organismil vegetujicich na povrchu hroznu. Kvasinky takto se vyskytujici na povrchu
hroznu se nazyvaji divoké kvasinky. Ty spousténi spontdnni kvaseni mostu a rozmnozuji
se jen do vytvotfeni 4 % obj. alkoholu. A protoze nejsou tak tolerantni k alkoholu, jejich
¢innost ustupuje. Dominantni roli piebira kvasinka Saccharomyces cerevisiae, ktera pro-
vadi hlavni kvaSeni — a to zhruba do 12 % obj. alkoholu v moStu, pfi dokvaSeni sladkych
vin se téz uplatituje Saccharomyces bayanus. Vina vyrobena inokulovanym zptsobem jsou
vhodné pro méné zdravé hrozny. Piivodni mikrofléra se eliminuje a do mostu je nasazena
nova Cista kultura, kterd zajisti regulovany pribéh kvaseni s jistym vysledkem. V dnes$ni
dobé¢ je bohaty vybér z moznych suchych kvasinek, tudiz si vinaf miize vybrat takové, kte-

ré jsou nejvhodnéjsi praveé pro vyrobu.

Po strance chut'ové a aromatické jsou vina spontanniho kvaseni vzdy originélni, nelze ni-
kdy vytvofit sérii stejné kvality, aroma a chuti. Obecné jsou takto kvaSend vina plngj$i chu-
ti, aroma a celkového poZitku. Zraji podstatné delsi dobu, ale co je pro vinafe asi nejdileZi-
proto vhodné vybirat jen hrozny zcela zdravé a zaroven velmi vyzralé, ve vyrobé dodrZo-
vat uzkostlivou hygienu a zaroven i faktory kvaseni, jako je hlavné teplota. U vin vyrabé-
nych fizenou cestou pomoci €istych kultur se nesetkavame s vétsimi problémy béhem vy-
roby. Cista kultura je schopna zajistit plynuly pribéh kvaseni za splnéni viech danych
podminek. Vysledkem je kvalitni vino, jez ma oproti spontann¢ kvaSenym vinim mensi
zastoupeni glycerolu, ktery vinu proptijcuje plnou chut’, a niz§i obsah aromatickych latek,

které vice metabolizuji divoké kvasinky.
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ATP adenosintrifosfat

BC bunécny cyklus

BA biogenni aminy

BMK  bakterie mlééného kvaSeni

DNA  deoxyribonukleova kyselina

ER endoplazmatické retikulum

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina

MLF malolakticka fermentace
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